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IncreaseinintracelIuIar Ca2＋and calcitonin gene－reIated peptide
release through metabotropic P2Y receptorsin rat dorsaI root
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（ラット脊髄後根神経節細胞におけるG蛋白結合型ATP受容体を介した細
胞内カルシウム濃度の上昇と神経ペプチドCGRPの遊離）
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論文内容の要　旨
【目　的】
自律神経には遠心性（運動性）神経のみならず、求心性（感覚）神経も含まれており、内臓から
の痛み情報を伝える侵害受容器も存在している。皮膚や内臓からの痛みの情報が自律神経活動を修
飾するのは正常な動物やヒトで見られることであるが、逆にいくつかの病的状態では自律神経（特
に交感神経）興奮が痛みを修飾するとされており、痺痛の発生機序を考える上で重要となっている。
一方、末梢神経系における交感神経の作用は、その主たる伝達物質であるnoradrenaline（NA）
に加え、共伝達物質であるATPによって調節されていることが明らかになっている。そこで本研
究では自律神経活動の痛覚への関与を明らかにするために、感覚神経一次求心性線経の細胞体が存
在する脊髄後根神経節（dorsalrootganglion；DRG）細胞を用いて、痛覚の情報伝達に深く関
与している細胞内Ca2＋濃度及び神経ペプチドCGRP（Calcitonin gene－related peptide）遊離に
対するATPの効果を検討した。
【方　法】
1．成熟ラットDRG神経細胞の初代培養；実験動物は6～14過齢雄性SDラットを使用した。ベン
トバルビタールによる深麻酔・安楽死後、L4／5レベルのDRGを摘出。Collagenase、
Trypsinによる酵素処理後、Poly－Llysinecoated coverglass上に単離細胞を初代培養した。
2．細胞内Ca2＋濃度測定；細胞内Ca2＋濃度顕微測定システム（日本分光　CAM220）を使用した。
細胞膜透過性蛍光Ca2＋指示薬にはFura－2（5FLM）を用い、細胞外液の持続濯流下で種々の薬
物に対する細胞内Ca2＋濃度の変化を経時的に測定した。
3．DRGにおけるATP受容体発現；RT－PCRにて検討した。SDラットDRGからtotal　RNAを
抽出しcDNAを作製、G蛋白結合型ATP受容体（P2Y受容体）であるP2Yl、P2Y2、P2Y
4、P2Y6受容体のsequenceから設定したprimerを使用してPCRを実施した。
4．ATP受容体を介する神経ペプチドCGRP遊離；細胞外液に遊離されるCGRP含量をEnzyme－
linkedimmunosorbent assay（ELISA）法にて測定した。
【結　果】
1．NAに対するDRG神経細胞の細胞内Ca2＋濃度の変化は認められなかったが、ATP投与下では
細胞内Ca2十濃度の上昇が一部で認められ、Ca2＋－freeの細胞外液下でも同様の反応性が認められ
た。
2．G蛋白結合型ATP受容体（P2Y受容体）のagonistであるUTP投与によりATPと同様に小径
DRG神経細胞において容量依存性に細胞内Ca2＋濃度の上昇が認められた。これらの反応はATP
受容体のantagonistであるSuramin／PPADSで抑制され、P2Y受容体の存在が示唆された。
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3．ラットDRGにおけるP2Yl、P2Y2、P2Y4、P2Y6受容体のmRNAの発現がRT－PCR
にて確認された。
4．培養液中のCGRP含量はUTP投与により有意に増加し、ATP受容体のantagonistである
Suraminで抑制された。
【考　察】
ATPは殆ど総ての細胞で生合成され、生命維持に必須のエネルギー源であることは既に良く知
られている。近年、神経伝達物質としてのATPの役割が知られるようになり、ATP受容体は現在
イオンチャネル内蔵型（P2Ⅹn）とG蛋白結合型（P2Yn）の二つに大別されている。P2Ⅹnは7
種類のサブタイプが知られ、非選択性の陽イオンチャネルを構成している。一方P2Ynは5種類
のサブタイプが知られ、いずれもG蛋白と結合し、イノシトールリン脂質代謝元進を経て、細胞内
Ca2＋濃度の上昇を引き起こすと云われている。
ATP受容体を介する情報伝達系の中で、イオンチャネル内蔵型P2Ⅹ3受容体は小径DRG神経
細胞に選択的に存在し、痛覚の情報伝達に深く関与していることが報告されている。また神経因性
痺痛モデルラットのDRGにおいてP2Ⅹ3受容体の発現増加が確認されており、病的捧痛にもATP
受容体を介する情報伝達系が関与する可能性が指摘されている。今回の一連の検討により、新たに
G蛋白結合型ATP受容体であるP2Y受容体を介する痛覚の情報伝達が小径DRG神経細胞に存在す
ることが判明した。この事実はP2Y受容体のagonistであるUTP刺激で神経ペプチドCGRPの遊
離が惹起されることからも支持された。
【結　論】
交感神経による痛覚の修飾機構にG蛋白結合型ATP受容体であるP2Y受容体を介する情報伝達
系が関与している可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
ATPは近年、自律神経系を中心に情報伝達物質として作用することが広く知られている。ATP
受容体はイオンチャネル内蔵型（P2Ⅹ）とG蛋白結合型（P2Y）の二つに大別され、特にP2Ⅹ3
受容体は痛覚に関与していると報告されている。
本研究はラットDRG（dorsalrootganglion）を用いて、痛覚に関与する細胞内Ca2十濃度及び
神経ペプチドCGRPの遊離に対するATP受容体の役割を検討したものである。ATPと同様にP2Y
受容体のagonistであるUTP投与で細胞内Ca2＋濃度の上昇が認められ、CGRPの遊離もUTP投与
により増加した。またラットDRGにおけるP2Y受容体の発現が確認された。
以上の結果より、G蛋白結合型ATP受容体を介する情報伝達系がDRG神経細胞に存在すること
が判明した。
このように本論文は痛覚の情報伝達系について重要な知見を与えたものであり、博士（医学）の
学位論文に値するものである。
なお、本学位授与申請者は平成14年2月20日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格
と認められたものである。
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